





























第三章 緻密な生体内動態制御 と機能付与を目指 した新規修飾高分子の開発35













によって、生理活性蛋 白質の大量生産が可能 とって きたことも相俟 って、各種
生理活性蛋 白質の医薬品 としての応用が期待 されている。中でもサイ トカイン
はその臨床的有用性か ら次世代医薬品として特 に注 目されている。 しかしなが




品化 され た一 部 の サ イ トカ イ ン につ い て さえ、 イ ンター フ ェ ロ ンーα
(lnterferon-a;IFN-a)のように安全性の点で未だ致命的課題 を残すもの
があるな ど、多 くはその効果を十分に発揮で きぬまま取 り残されているのが現
状である(10,11)。その主な原因は、第一にサイ トカインの生体 内安定性が極
めて乏 しいことにある(12,13)。これは生体に投与 されたサイ トカインが各種タ
ンパ ク分解酵素によ り、容易に分解されてしまうこと、 さらに比較的低分子量
のサイ トカインは速やかに腎排泄されて しまうことなどに起因 している。第二
に、サイ トカイ ンは様 々な組織、細胞 に対 して多様な生理作用を発揮 しつつ、
巧妙なサイ トカインネ ッ トワークによって生体のホメオスタシスを維持 してい
るため、人為的に大量のサイ トカインを適用 した場合、多くのサイ トカインは




しまっている。従 って、バイオテ クノロジー技術を駆使 して今後も次々と大量
生産 されるであろう生理活性蛋 白質に、有効性、安全性 という医薬品的価値を
付与 してい くためには、先に述べた2つ の根本的問題点 を克服する手段、すな
わちサ イ トカインに生体 内安定性付与 してい くことは勿論のこと、サイ トカイ
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ンの多様 な生理作用の中から目的とする治療作用のみを選択的に引き出すこと
ので きるDrugDeliverySystem(DDS)の開発が必要不可欠 となって くる。 し
か しなが ら、このサイ トカインの多様な生理作用の中か ら目的 とする治療作用
と副作用の原因となるその他の作用とを分離 し、 目的治療作用のみ を選択的に
引き出す という"サ イ トカインへの作用の選択性付与"に 関する研究は、薬物
治療学の領域において重要かつ急務 となる問題であるにも関わ らず、未だ十分
に検討が行われていないのが現状である。
近年、生理活性蛋 白質に水溶性高分子を結合 させる、いわゆる高分子バ イ
オコ ンジュゲーションが考案 されて きた(16-22)。この高分子バイオコンジュ
ゲー ションによ り、生理活性蛋 白質の見かけの分子サイズを増大 させ ることに
よ り腎排泄速度 を低下 させるとともに、生理活性蛋白質表面に結合 した修飾高
分子が形成する立体障害 によ りプロテアーゼからの攻撃を回避 し得 ることが期
待される(Fig.1)。これ らバイオコンジュゲー ト効果によ り、本来生体内で不
安定な生理活性蛋 白質の血 中半減期の延長、お よび体内安定性の向上が達成 さ
れる。 これまでにアデ ノシン ・デア ミナーゼ(ADA)、スーパーオキサイ ド・
デ ィスムターゼ(SOD)な ど、主に低分子物質を基質 とするような酵素蛋白質
の高分子バイオコンジュゲーションが検討されてきた(16-19)。特 に、'ADAの







その有効性が認め られている(23-25)。しか しなが ら、高分子バイオコンジュ
ゲーションによる蛋 白性医薬品の実用化 は、 これまでの ところ酵素蛋 白質に限
局されているのが現状である。 これは高分子バイオコンジュゲーションは、生
理活性蛋 白質の安定性 を向上させる一方で、活性発現に高分子量のレセプター
との結合を必要 とするサイ トカインにおいては、修飾高分子 による立体障害が






を飛躍的に向上させ得 ることを明 らか にして きた。さらに我々は、修飾高分子
の有する物理化学的特性や官能基特性 によ り、バイオコンジュゲー ト化生理活,
性蛋 白質の生体内動態が大 き く左右されること、即ちバイオコンジュゲーショ
ンに用いる修飾高分子による生理活性蛋 白質の生体 内挙動 を任意にコン トロー
ルし得ることを示 してきた(32,33)。以上の事実は、高分子バイオコンジュゲー
ションの本質的価値は、これ までの研究にみ られるような生理活性蛋 白質をは
じめとする薬物の単なる体 内安定化にのみあ るのではな く、付加する修飾高分
子の特性 によ り、 目的治療作用発現に適 した生体 内挙動特性 を付与するととも
に、副作用発現組織への移行を抑制することで、多様な生理作用を有するサイ
トカインの 目的治療作用のみを選択的に引き出す という薬物(サ イ トカイン)
への作用の選択性付与にあることを示 している。 しかしなが ら、この高分子バ
イオコンジュゲーションの潜在的有用性 に着 目し、サイ トカインなどの薬物の
生体内動態制御 を行い、作用の選択的発現を目指そうとする研究は全 く皆無で
ある。そこで本研究では、血小板産生促進作用を有することで医薬品化が期待
されているインター ロイキンー6を モデルサイ トカインとして、高分子バイオ
コンジュゲー ションにより、サイ トカインの体内安定化 を図るとともに、作用
の点でのターゲテ ィングとも言 うべ き目的治療作用の選択的増強を達成 してい
くことを目指 して、
1.高 分子バイオコンジュゲーシ ョンによるサイ トカインの目的治療作
用選択的増強効果の検討
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2.よ り有効性 の確保された高分子バイオコンジュゲー ト化サイ トカイ
ンを創製 し得 る新規 コンジュゲーション法の開発
3.緻 密な体内挙動制御 と機能付与を目指 した新規修飾高分子の開発
を行 った。以上の研究により、有効性 ・安全性の確保された高分子バイオコン







篤な副作用を伴 うために、治療の中断を余儀な くされて しまい、必ず しも期待
通 りの臨床成果は得 られていない。特に骨髄抑制による血小板減少症は主要な
治療中断 ・制限要因となっているうえ、 これ を改善で きる医薬品は未だ開発さ
れてお らず、血小板増加作用を有する医薬品の開発が待望されている。近年イ
ンターロイキンー6(lnterleukin-6;IL-6)をは じめ、い くつかのサイ トカイ
ンが血小板増加作用を有することが明 らかとな り、その臨床応用が期待されて
いる(34-40)。しかし、IL-6などのサイ トカインは血 中滞留性 に極 めて乏しい
ため、十分な血小板増加効果を得 るためには大量頻回投与を強い られ、逆 に重
篤な副作用を呈 して しまっている(41,42)。その うえ、 これ らサイ トカインは、
多様なinvivO生理作用を有するために、生体 に投与 した際には目的 とする治
療作用以外の作用をも同時に招いて しまうなど、副作用制御の点で、現在その
臨床応用は困難なもの となっている。従って、IL-6などの血小板増加作用を有
するサイ トカインを次世代医薬品として創出 してい くためには、その体内安定
性を改善するとともに、 目的とする血 小板増加作用 とその他の作用を選択分離
し、作用発現に選択性 を付与 し得 る創薬テクノロジーの新規開拓が急務 となっ
て くる。
IL-6は当初、B細 胞の増殖、分化 を誘導するT細 胞 因子、BSF-2として
単離されたサイ トカイ ンであるが(43)、後に他の生物活性を有する種々の因子
と同一のものであることが明 らか とな り、統一 してIL-6と呼ばれるようにな
った(44-52)。ヒ トIL-6は183アミノ酸か らなる分子量2万 の蛋 白質であ り、




















知 られている(59,60)。この血小板産生 を担っている巨核球は、骨髄 中のみな ら
ず、骨髄静脈血管表裏や肺血管内腔にも多 く存在することが知 られている(61)。
巨核球が血小板 を産生する場はいまだ完全には限局 されていないが、現在の と
ころ主 として骨髄静脈や肺血管内腔で産生 されることを裏付ける知見が多数報
告されている(61-64)。従 って、1レ6に 血 中滞留性の増大を目的 とした高分子
バイオコンジュゲーションを適用することで、効率よく血小板産生を増強で き
るもの と考え られ る。一方でIL-6の肝臓 ・脾臓をはじめとする全身組織への
移行は、前述 した他の多様 な作用、すなわち副作用発現の要因となっているこ
とも知 られている(55,57,65)。従って、血管内局在化特性 をIL-6に付与するこ
とで、 目的とす る血小板増加作用とその他の作用 とを選択分離 し、効率 よ く目
的作用 を増強させ得 ること、即ちIL-6に作用の選択性を付与することでIL-6
の臨床応用上の問題点を克服 し得 るもの と期待される。そこで本研究では、IL-6
をモデルサイ トカインとして用い、高分子バイオコンジュゲーションによって、
臨床応用に適 うサイ トカイン製剤の分子設計を試みた。
第一節PEG化IL・6の 創製 とinvi,troバイオ コンジュゲー ト化特性 の
評価




ニ ング実 験 の 結 果 、 陽 電 荷 あ る い は 陰 電 荷 を有 す る高 分 子 は細 胞 膜 との 相 互 作
用 が顕 著 で あ る の に対 し、 非 電 荷 で あ るPEGは 、 細 胞 膜 との 相 互作 用 が ほ と
ん どな い こ と、 また 、 体 内動 態 解 析 に よ り、 デ キ ス トラ ンな どの糖 鎖 や ポ リス
チ レ ンマ レイ ン酸 な どの 疎 水 性 の高 い 高 分 子 は肝 臓 、 脾 臓 な どの細 網 内 皮 系 に
取 り込 まれ 易 い傾 向 に あ る の に 対 し、PEGは そ れ らの 組 織 には ほ とん ど取 り込
まれ な い こ とが 判 明 して い る(26,32,33)。従 っ て、 血 中滞 留性 向 上 を 目的 と し
たバ イ オ コ ン ジ ュゲ ー シ ョン に 用 い る修 飾 高 分 子 と して 、PEGは 非 常 に適 して
い る もの と考 え られ た。 そ こ で まず 、PEGを 修飾 高 分 子 に用 い てPEG化IL。6
(PEG-IL-6)を作 製 し、IL-6の血 中滞 留性 、血 管 内局 在 性 の 向上 を試 み た。
さ らにPEGの 分 子 量 、修 飾 率 、 分 子 サ イ ズ、 活 性 の相 関 を検 討 し、PEGバ イ
オ コ ン ジュ ゲ ー ト化 特性 を評 価 した 。
実験 材 料 と方法
PEG5K-IL-6の合 成
1.4mg/mlのrecombinanthumanIL-6(IL-6、中外 製 薬株 式 会社 、 東
京 、 よ り供 与)を 含 むPBS溶 液(リ ン酸 緩 衝化 生 理 食 塩 液 、pH7.4)500μ1
に・methoxypolyethyleneglycolsuccinimidylsuccinate(ssPEG、平 均分
子量5,000、SigmaChemicalsCo.、USA)24mg(溶液 中 に含 まれ るIL-6
の リジ ンア ミノ基 に対 して10倍 モル 当量)を 加 え て 混 合 し、室 温 下 、10分 間
穏 や か に撹 拌 させ る こ とで 、IL。6の リジ ン ア ミノ基 に対 してPEGバ イ オ コ ン
ジ ュ ゲ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 そ の 後 、0.3mgのs-aminocaproicacid(Sigma
ChemicalsCo.、USA、ssPEGに対 して5倍 モル 量)を 添 加 す る こ とで反 応 を
競 合 停 止 させ た 。 反 応 後 す み や か に ゲ ル ろ過HPLC(カ ラ ム:Superose12、
AmershamPharmaciaBiotech,Sweden、溶 離 液:0.05Mリ ン酸 緩 衝 液 、
0.15MNaCI、pH7.2)によ り各 種 分 子 サ イ ズ に分 画 精 製 した。
平均 分 子量 お よび 高 分 子 修 飾 率 の 算 出
PEGの 数 平 均 分 子 量(Mn)は 、 ゲ ル ろ 過HPLC(カ ラ ム;TSKgel
G4000PWxL、東 ソー 株 式 会 社 、 東 京)を 用 い て、 標 準PEG(TSK標 準 ポ リ
エ チ レ ンオ キ サ イ ド、 東 ソー 株 式 会 社 、 東 京)に よ る較 正 曲線 か ら算 出 した 。
各 フ ラ ク シ ョ ン のPEG-IL-6の 平 均 分 子 量 に は 、 蛋 白質 ス タ ン ダ ー ド(Gel
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FiltrationCalibrationKit、AmershamPharmaciaBiotech,Sweden)によ
る較 正 曲線 か ら算 出 した 数 平均 分 子 量 を適 用 した。 また、1レ6分 子 中 に存 在 す
る14個 の リジ ン残 基 に対 す るPEG結 合 数 、 お よ び修 飾 率 と して 、 以 下 の式 に
よ り算 出 され る値 を適 用 した 。
PEG結 合 数=((PEG-IL-6の平 均分 子 量)-21,000)1(PEGの平 均 分 子 量)
修 飾 率(%)=100X(PEG結合 数)/14
PEG2K-IL-6、PEG12K-IL-6の合 成
PEG2K-IL-6、PEG12K-IL-6の合 成 に は 平均 分 子 量2,000、お よ び12,000
のssPEG(sunbright-20、sunbright-12M、日本 油 脂 株 式 会 社 、 東 京 、 よ り
供 与)を 用 い た 。 反 応 方 法 は上 記PEG5K-IL-6の合 成 法 に準 じた 。
PEG-IL-6のInvitro'性測 こ
各PEG-IL-6の比活 性 は、Matsudaらの 方 法(67)に従 い、IL-6依存 性 増
殖 細 胞 で あ るマ ウスハ イ ブ リ ドー マ、MH-60細 胞 を用 い て測 定 した。MH-60
細 胞 は200P91mlのIL-6、及 び10%ウ シ胎 仔 血 清(FCS、BocknecLabolatories
Inc.、Canada)を含 むRPMI-1640培地 で継 代 培 養 し、IL-6を含 ま な い培 地
で3回 洗 浄 した の ち実験 に用 い た。各PEG-IL-6を用 い て、あ らか じめ10%FCS
含 有RPMI-1640培地 で段 階 希釈 列 を作 製 した96穴 培 養 デ ィ ヅシ ュ に、5x103
個 つ つD-60細 胞 を播 種 した 。37°C、72時間培 養 後 、MTT法 に よ り細 胞 増
殖 を 測 定 した 。比 活性(残 存 活性)は 耒 反 応IL-6(NativeIL-6)の活 性 を100%
と して 算 出 した 。
結 果 お よび 考 察
活 性 発 現 に高 分 子 レセ プ ター との 結 合 を要 す るサ イ トカ イ ン にお け る修 飾
高 分 子 の 鎖 長 と修 飾 率(IL・6へのPEG結 合 率)、 分 子 サ イ ズ(PEG化IL-6の
平 均 分 子 量)、 比 活 性 な どの 連 関 を追 求 し、 最 適 バ イ オ コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン条
件 を 見 い 出 して い くた め に、PEG-IL-6の合成 は 、 平 均 分 子 量2,000、5,000、
12,000のPEGを修 飾 高 分 子 に用 い て行 っ た 。生 理 活 性 蛋 白質 に種 々修 飾 高 分
子 を バ イ オ コ ン ジ ュゲ ー シ ョ ンさ せ る方 法 、 即 ち 生 理 活 性 蛋 白質 と修 飾 高 分 子
との 結 合 方 法 に は 、 リジ ン ア ミノ基 に対 す る活 性 エ ス テ ル 法(68)、塩 化 シ ア ヌ
8
ル法(69)、カルポキシル基に対 するカルポジイミド法(70)、また、チオール基
に対するマ レイ ミ ド法(71)などが知 られている。カルポジイ ミド法はカルポキ
シル基 とア ミノ基の縮合反応であるため、蛋 白質分子間および分子内架橋等の
複雑な反応 を避け得ないことがこれまでの我々の検討か らも明 らかとなってい
る。マレイミ ド法に関 しては、一般に蛋 白質 中に遊離のチオール基は少な く、
また、立体構造維持に関与する場合が多いために、チオール基の修飾は活性低
下を招 き易い。さ らにIL-6においては遊離 のチオール基が存在 しないため、
IL-6のPEGバイオコンジュゲーションにマ レイミド法は選択 し得ない。一方、
リジンアミノ基を標的 とした方法は、修飾高分子 と蛋 白質の リジン残基 を選択
的に反応させ得るうえ、上述の架橋反応を避 け得るな どの利点を有 している。
そこで本研究においては、サイ トカインという安定性に乏 しい生理活性蛋 白質
















6)が得 られた。修飾率一分子サイズ 活ー性 の相 関 を見出す 目的で、ゲル ろ過HPLC
によ り種々の分子サイズに分画 した(TabIeII)。MH-60細胞を用いたinvitro
活性測定の結果、PEG-IL-6の比活性(残 存活性)は 修飾率の増加に伴 って減
少することが判明 した。IL-6のLys171はレセプター結合部位付近にあ り、














































与するリジンア ミノ基に対するPEG結 合が考え られた。平均分子量2,000お
よび12,000のPEGを用いて作製 したPEG-IL-6(PEG2K-IL-6、PEG12K-
IL-6)について も同様 の検討を行 った(TableIII)。修飾高分子の鎖長(分 子
量)と 修飾率一比活性 の相関を評価 したところ、PEGの 分子量が大 きいほど、
すなわち、修飾高分子の鎖長が長いほ ど修飾率の上昇に対する比活性低下の割
合は著 しいものであった(Fig.3)。以上の結果は、IL-6の比活性が活性発現 に







































































第二節PEG・IL-6の 血小板増加作 用増 強効果
前 節 で はPEG-IL-6のPEGバ イオ コ ン ジ ュゲ ー ト特性 をinvitroで評 価
した 。 そ こで 次 に、invivoで各PEG-IL-6の血 小板 増 加作 用 を比 較 した 。
実験材料と方法
PEG-IL-6のinvivo血小板 増 加作 用 は 、NativeIL-6またはPEG-IL-6
をC3Hマ ウ ス(雄 、5週 齢 、 日本SLC株 式会 社 、 静 岡)背 部 皮 下 に投 与後 、
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経 日的に尾静脈 より採血 し、自動血球測定装置(F-820、東亜医用電子株式会











名付 けた。TableIを参照)を 連日7日 間皮下投与 し、末梢血小板数を測定 し
た(Fig.4)。NativeIL-6投与群では、投与開始4日 目までは何 ら末梢血小板
数の増加は認め られなかったが、6日 目以降にようや く投与量依存的な血小板
数の増大が観察 された。また10μ9/day!mouseのNativeIL-6を投与する













































増 加 し始 め、IL-6量と して僅 か1μ91day!mouseの 投 与 で 最 大2.3倍 に増
加 した 。即 ちPEGSK-IL-6Fr.4は、NativeIL-6の10倍以 上 に も 目的 とす る
血 小板 増 加 作 用 を有 す る こ とが判 明 した 。 また、FL4よ りも高 分 子 量(Fr.1～
3)あ る い は低 分 子 量(Fr.5、6)のPEGSK-IL-6では、NativeIL-6と比較
して そ の 血 小 板 増 加 作 用 は 同程 度(Fr.1～3)か ら10倍 耒 満(Fr.5、6)であ
り、 そ の作 用増 強 効 果 はFr.4よ りも乏 しい こ とが 明 らか とな った 。即 ちIL-6
のPEGバ イ オ コ ン ジ ュゲ ー シ ョ ン にお いて は、 そ の血 小 板 増 加 作 用 を効 率 よ
く増 強 さ せ得 る至 適 コ ンジ ュ ゲ ー ト条 件 が存 在 す る こ とが 示 唆 さ れ た 。 この メ
カニ ズ ム につ いて は、薬 物 動 態 学 的解 析 等 に よ り後 の節 にお いて 解 明 を試 み た 。
そ こで 次 に、 血 小板 増 加作 用 の 大 きか っ たPEGSK-IL-6Fr.4、5、6につ いて 、



































2日 に1回 、 計4回 投 与 にお い て、NativeIL-650μ91day/mouseの投
与 に よ って も、 投 与 開始9日 目に よ うや く最 大40%の 血 小 板 数 増 加 を示 す にす
ぎな か っ た(Fig.5、Fig.6)。一 方 、PEGSK-IL-6Fr.4にお い て は、 投 与 開 始
3日 目で すで に約40%の 末 梢 血 小板 数 の 増 大 が 認 め られ 、 血 小 板 数 はday9で
最 大 値 を 示 し、 わ ず か1μ91day/mouseの投 与 で 血 小板 数 は 最 大2.1倍 に も
増 加 した 。'即ちPEG5K-IL.6FL4は、NativeIL-6と比 較 して 、1150以下 の
とい う よ り低 用 量 で、 よ り早 く、 よ り強 く、 目 的作 用 を発 揮 し得 る もの と考 え
られ た 。PEG5K-1レ6Fr.5、Fr.6にお いて もNativeIL-6に比 べ 血 小 板造 作
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用 の 増 強 効 果 は観 察 され た が 、 そ の増 強 率 はPEG5K-IL-6Fr.4よりも低 率 で
あ っ た 。さ らに、PEG5K-IL-6Fr.4は3日に1回 、計3回 の 投 与 にお い て も、









































一 方 、PEG2K-IL-6、PEG12K-IL-6につ い て も 同様 に血 小 板 増 加作 用 を
評 価 した 結 果 、PEGの 分 子 量 が 小 さい た め に 平均 分 子量45,000のも の まで し
か作 製 で き な か っ たPEG2K.IL-6で は 顕 著 な作 用 増 強 は 認 め られ な か っ た
(Fig.8)。一 方 、PEG12K-IL。6にお い て は平 均 分 子量54,000のPEGSK-IL-
6Fr.4がPEG5K-IL-6Fr.4と同程 度 の血 小 板 増 加 作 用 を示 した もの の、 他 の



















そ こで 、 最 も高 い血 小 板 増 加 作 用 を 示 したPEGSK-IL-6Fr.4につ い て、
さ らに 投 与 量 を減 少 させ て 検 討 を行 っ た(Fig.9、Fig.10)。最 大 血 小板 数 を示
したday9で 比 較 す る と、PEG5K-IL-6Fr.4にお い て は、 わ ず か0.1μ9
/day/mouseの投 与 で も、NativeIL-650μ9/day!mouseと同程 度 の血 小
板 増 加 作 用 を有 して い る こ と が 判 明 し た 。 す な わ ち、PEG5K-IL-6Fr.4は
NativeIL-6に比べ500倍 も の血 小板 増 加 作 用 を発 揮 す る こ とが 明 らか とな っ
た 。 こ の500倍 と い う 目的作 用 増 強 効 果 は、 種 々生 理 活 性 蛋 白質 に対 して 過 去
に行 わ れ て きた、 あ らゆ る高 分 子 バ イ オ コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョン に よ る作 用増 強効










































分子量や修飾率 分子サイズ 活ー性 の相 関 を詳細 に検 討 し、至適条件 を充たすバ
イオコンジュゲー ト体を分子設計 してい くことが重要であると考えられた。
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第 三 節PEG-IL-6の 副 作 用 評 価
これ まで の検 討 か ら、 最 適 条 件 で のPEGバ イオ コ ンジ ュ ゲ ー シ ョン に よ
り、IL-6の目的 治 療 作 用 で あ る血 小板 増 加 作 用 を飛 躍 的 に増 強 し得 る こ とが 判
明 した が、IL-6をは じめ とす る多 くの サ イ トカ イ ン製 剤 の 問題 点 で あ る、 多様
な 作 用 を有 す る こ とに起 因 す る副作 用 発 現 を も 同 時 に増 強 さ れ て い た の で は 全
く意 味 を な さな い 。 す な わ ち、1レ6を 高 分 子 バ イ オ コ ンジ ュ ゲ ー シ ョンす る価
値 は 、1レ6の 血 中滞 留 性 向 上 と全 身 組 織 へ の 分 布 抑 制 とい う体 内動 態 制御 に よ
り、 血 管 内 巨核 球 を標 的 と した血 小板 産 生 作 用 と、 少 な くと も血 管 外 組 織 にお
い て 引 き起 こ され る副作 用発 現 と を分 離 し、IL-6の目的治 療 作 用 のみ を増 強 し、
IL-6の医 薬 品 と して の 有 用 性 を 引 き出 す こ とに あ る 。 そ こで 次 にPEG-IL-6
の 目的治 療 作 用 と副作 用 の発 現 強 度 の 比較 を試 み た 。
実験 材 料 と方法
血 清 ア ル ブ ミン濃 度 の 測 定
第 一 章 第 二 節 で 行 っ た2日 に1回 、 計4回 投 与 の 実験 にお い て採 血 した
末 梢 血 血 清 分 画 を用 い た 。 ア ル ブ ミン濃 度 は プ ロ ム ク レゾ ー ル グ リー ン法 に よ
る ア ル ブ ミ ン測 定 キ ッ ト(ア ル ブ ミンB一 テ ス トワ コ ー 、 和 光 純 薬 工 業株 式 会
社 、 大 阪)を 用 いて 測 定 した。
血 清IgG1濃 度 の測 定
血 清IgG1濃 度 の 測 定 はEnzymeLinkedImmunoSolventAssay
(ELISA)によ り測 定 した。96穴ELISAプ レー トに ウサ ギ抗 マ ウ スIgG抗 体
(JacksonImmunoresearch、USA)を固 相 化 し、2時 間 ブ ロ ッキ ン グ を行 っ
た(ブ ロ ック エ ー ス、 大 日本 製 薬 株 式 会 社 、 大 阪)。 適 宜 希 釈 した血 漿 サ ン プ
ル 、 お よび標 準 マ ウスIgG1(ChemiconInternationalInc.、USA)を添加 し、
2時 閤篌 洗 浄 した 。HorseRaddishPeroxidase(且RP)標識 ウサ ギ 抗 マ ウスIgG1
抗 体(ZymedLaboratoriesInc.、USA)を加 え、2時 間後 洗 浄 し、 基 質 溶 液
(3,3',5,5'-tetramethylbenzidine、TMBZ)を加 えて 発 色 を行 っ た。吸光 度(測
定 波 長450nm、対 照 波 長655nm)をマ イ ク ロ プ レー トリー ダ ー(Model3550、
BioRadLaboratories,Co.,Ltd.、USA)で測 定 した 。 そ の 他 の 方法 は常 法 に
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IL-6の目的 とす る血 小 板 増 加 作 用 以 外 の 、 副 作 用 の原 因 とな り得 る そ の
他 の 作 用 と して は 、 肝 実 質細 胞 で起 こ る急性 期 反 応(ア ル ブ ミン産 生 の低 下 、
CRP産 生 亢 進 、 フ ィブ リノー ゲ ン産 生 の 亢 進 な ど)(55,75)、脾 細 胞 に 対 す る
作 用 を 中心 と した イ ム ノ グ ロ ブ リンIgG1産生 の 亢 進(76)などが 知 られ て い る。
ま た臨 床 上 、 発 熱 な どの 副作 用 も大 きな 問 題 とな って い る(77,78)。これ らは各
組 織 細 胞 で のIL-6レ セ プ ター を介 した作 用 で あ る こ とが 知 られ て い る 。 そ こ
で、 血 中 ア ル ブ ミン レベ ル 、 お よびIgG1レ ベ ル 、 さ らに 発 熱性 を副作 用 の指
標 と して 評価 した 。NativeIL。6にお い て は、 極 僅 か な血 小板 増 加 しか 示 さな
か っ た25μ91day!mouseの投 与 にお いて も、 顕 著 な アル ブ ミ ン減 少 を示 し・
50μg!day!mouseの投 与 で は約20%も の減 少 を 示 した(Fig.11)。また 、Native
IL-625μg!day/mouseの投 与 に よ りIgG1レベ ル は1.5倍 に上 昇 し、さ らに、
50μg!day!mouseの投 与 で は2倍 に も達 した 。 従 って こ れ まで の報 告 通 り、
NativeIL・6では十 分 な治 療 効 果(血 小 板 増 加 効 果)を 得 る た め には 、 そ の他
の作 用 の 発 現 を も免 れ 得 な い こ とが確 認 され た。 一 方PEG5K-IL-6Fr.4にお
い て は 、0.1μ9/day/mouseの投 与 でNativeIL-650μ91day!mouseの投
与 と同程 度 の 血 小板 増 加 作 用 を示 す な ど、 目的 とす る治 療 作 用 が500倍 に も増

















































g/day!mouseの投 与 で も アル ブ ミン減 少やIgG1レ ベ ル の 上 昇 は ほ とん ど生
じな か っ た。 す な わ ちPEGSK-IL-6Fr.4では、 血 管 外 組 織 で あ る肝 細胞 ・脾
細 胞 に対 す る作 用 増 強 強 度 に比 べ 、 血 管 内 に存 在 す る 巨核 球 で の血 小板 増 加 作
用 が よ り効 率 よ く増 強 され て い る こ とが判 明 した 。 ま た 、 ウサ ギ を用 い た 発 熱
性 試 験 の結 果 、NativeIL-6では10μg/kg以 上 の投 与 で発 熱 性 も示 した こ と
か ら、 わ ず か な 血 小板 増 加 しか示 さな い12.5μ91day/mouseの投 与 で も発 熱
性 を 示 す こ とが 明 らか とな った 。 一 方PEG-IL-6Fr.4では2μ91kg以 下 で は
発 熱 性 を示 さ な か った こ とか ら、 十 分 に血 小 板 産 生 が 期 待 で き る投 与 量(0.1、
0.03μg/day/mouse)でも発 熱 を ほ とん ど伴 わ な い こ とが 示 唆 さ れ た。 以 上
の結 果 よ り、PEGを 用 い た至 適 バ イ オ コ ンジ ュ ゲー シ ョ ンに よ り、IL-6の 目
的 とす る血 小 板 増 加 作 用 と他 の 作 用 と を分 離 し、 目的 作 用 の み を効 率 よ く増 強
し得 る こ とが 明 らか とな った。
第 四 節PEG・IL・6に よ る 血 小 板 増 加 作 用 選 択 的 増 強 メ カ ニ ズ ム
前節 まで でIL-6にPEGバ イオ コ ンジ ュゲ ー シ ョ ン を行 う こ とで、 目的
治 療 作 用 を 選 択 的 に増 強 し得 る こ とが 明 らか とな っ た が 、 これ が ス トラテ ジ ー
通 り、IL-6の安 定 化 、 血 管 内滞 留 性 の 向上 、 副作 用 発 現 組 織 へ の移 行 性低 下 に
因 る の か ど うか 、 ま た 、 最 適 の ハ イ ブ リ ヅ ド条 件 の 要 因 を明 らか とす る 目的 で
PEG-IL-6の薬 物 動 態 学 的解 析 を行 った 。
実 験 材料 と方 法
プ ロテ アー ゼ 抵 抗 性 の評 価
蛋 白量 と して105μ9/ml(5×103μmol!ml)とな る よ うにNative-IL-
6お よびPEG-IL-6をPBSで 希 釈 し、各 々100μ1に プ ロテ ア ー ゼ溶 液 と して 、
trypsin(trypsin1:250,DifcoLaboratories,USA),chymotrypsin(a-
chymotrypsin、和 光 純 薬 工 業 株 式 会 社 、 大 阪)、papain(papain1:350、和
光 純 薬 工 業 株 式 会 社 、 大 阪)をIL。6に 対 して10倍mo1量 ずつ 加 え た。37°C
で イ ン キ ュベ ー トし、 経 時 的 に サ ンプ リン グ を行 い 、10%FCS含 有RPMI1640
培 地 でIL-6量 と して1ng!mlと な る よ うに 希釈 ・中和 した 。各 サ ンプル の 残
存 活 性 をi.1細 胞 に よ る活性 測 定 法(第 一 章 第 二 節)に よ り測 定 した 。
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PEG5K-IL-6の1251ラベ ル 匕
PEGSK-IL-6(Fr.2、Fr.4、Fr.6)の1251ラベ ル 化 はlactoperoxidase法
(79)によ り行 った 。NativeIL-6およびPEG5K-IL-6は蛋 白濃 度50μg/m1に
な る よ う に0.1Mリ ン酸 緩 衝 液(pH7.2)で 希 釈 し、 この 溶 液25μ1に100
mCi/m1のNa1251(NENLifeScienceProductsInc.丶USA)10μ1、
Enzymobead(BioRadLaboratories、USA)50μ1を混 合 した 。1%β一D-gulcose
水 溶液25μ1を 加 え る こ とに よ り反応 を 開 始 し、 室温 下 、30分 間 反応 させ た 。
た だ ち に反 応 液 を0.2%BSAを 含 むPBS溶 液 で 平 衡 化 さ せ た脱 塩 カ ラ ム
(PD-10、AmershamPharmaciaBiotech、Sweden)によ り精 製 した 。 比
放射 活 性 はNativeIL-6、PEGSK-IL-6共に500kBq/μgであ った 。 なお 、
ラベ ル化 に よ るIL-6の活 性 低 下 は 認 め られ な か った 。
PEG5K-IL-6の生 の ≡・
PEG5K。IL-6の生 体 内動 態 の検 討 は、[1251}Native-IL-6、[1251}PEG-
IL-6を1x106cpm/200μ1(40ng/200,cc1)とな る よ うに生 理 食 塩 液 で 希 釈
し、C3Hマ ウス(雄 、5週 令 、 日本SLC株 式 会社 、 静 岡)に 尾 静 脈 、 あ るい
は3.3x106cpm/200μ1(120ng1200μ1)を背部 皮 下 に投 与 す る こ とに よ っ
て行 った 。血 中濃度 の 測 定 は、経 時 的 に尾 静 脈 よ り採 血 す る こ と に よ り行 っ た。
組織 分 布 の検 討 は、 静 脈 内投 与3時 間後 にpentobarbitalsodium(Nembutal
Injection、ダ イ ナ ボ ッ ト株 式 会 社 、 大 阪)に よ り深麻 酔 し、腹 部 大 動脈 切 断 に
よ り脱 血 篌 、 各 臓 器 を摘 出 した 。 各 サ ン プル の 放 射 活性 は、 自動 ガ ンマ カ ウ ン
ター(COBRAII、PackardInstrumentCompany、USA)によ り測 定 した。
薬 物速 度 論 的 パ ラ メ ー タ は2一 コ ンパ ー トモ デ ル また は1一 コ ンパ ー トメ ン トモ
デ ル に 基 づ き、 非 線 形 最 小 二乗 法 に よ って 算 出 した 。
結 果 お よび 考 察
PEGバ イ オ コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ンは、 生 理 活 性 蛋 白質 に結 合 した修 飾 高 分
子 が 形 成 す る立 体 障 害 に よ り、 プ ロテ ア ー ゼ か らの攻 撃 を 回避 し、 そ の 結 果 生
理 活性 蛋 白質 の血 中 で の 安 定性 を増 大 し得 る もの と期待 さ れ る。そ こで ま ず、in
vitroで高 分 子 バ イ オ コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン に よ るプ ロテ ア ー ゼ 抵 抗性 に 対 す る
影 響 を評 価 した 。NativeIL-6はすみ や か にtrypsin処理 に よ って 失活 した の
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に対 し、PEG5K-IL-6では修 飾 率 の増 大 に伴 って 抵 抗 性 が 著 し く増 大 し、9時
間 の 処 理 に よ って もPEGSK-IL-6Fr.2、Fr.4は80%の活性 を保 持 して い た
(Fig.12)。invivoで最 も血 小板 増 加 作 用 の大 きか っ たPEG-IL-6Fr.4につ
い て 、 切 断 認 識 部 位 の 異 な る他 の プ ロ テ ア ー ゼ につ い て の 抵 抗性 も検 討 した と
こ ろ 、chymotrypsin、papainに対 して も 同様 に 抵 抗 性 を 示 した 。 従 っ て 、
PEG-IL-6の効 果 増 強 機 序 の 一 因 と して、 プ ロテ アー ゼ に よる分 解 を 防 ぎ、 血










































半減期2分 ですみやかに血 中か ら消失 した(Fig.13)。このNativeIL-6の半
減期 は他の研究者 らの報告 とほぼ一致 していた。一方PEG5K-IL。6は修飾率、
分子サイズが大 きなものほど血 中滞留性 が高 く、投与半減期はPEG5K-IL-6
Fr.4で200分にまで延長され、血 中半減期はNativeIL-6の100倍に、その
全身ク リアランスは1/5～1110にまで減少 していた。また、NativeIL-6は二
相性 の消失パターンを示 したが、PEG-IL-6では一相性 の消失を示 したことか
ら、PEG-IL-6では血管 内か ら組織への移行性が抑制されているもの と解析 さ
れた。また投与3時 間後の各組織への移行性 を評価 した結果(Fig.14)、肝臓、
脾臓 をは じめとする各組織への移行性がPEG化 によ り抑制 されていることが
明 らか となった。次に実際の投与経路である皮下投与後の体内挙動を検討 した
ところ、NativeIL-6の血中濃度は低 く、12時間篌でほぼ消失 したのに対 し、

































































































の血 中滞留性を大幅に向上 させ得 ること、このバイオコンジュゲー ト効果によ
り目的 とする血小板産生作用の選択的増強 と副作用の軽減が達成 されることが
示唆された。
第五節 血 小板 減少モデルマ ウスでのPEG・IL・6の有効性 評価
さて、現在の癌治療 において、化学療法や放射線療法は顕著な制癌効果を
示すものの、同時に重篤な副作用を招いている。中でも血小板減少症は主要な
治療 中断 ・制限要因となっている。血小板減少症は出血傾向な ど、致命的な病
態につながることか ら、これを予防、あるいはすみやかに回復 させ る手段、薬






血 小'小 モ デ ル マ ウス のr」
血 小板 減 少 モ デ ル マ ウス の作 製 はTakatsukiらの 方 法(80)に従 った 。C3H
マ ウス(雄 、5週 齡 、日本SLC株 式 会 社 、静 岡)の 腹 腔 に、5-fluorourasil(5-FU、
和 光純 薬 工 業 株 式 会 社 、大 阪)のPBS溶 液 を150mg/kg単 回投 与 す る こ とで
病 態 モ デ ル を作 製 した 。
血 小板 増 加 作 用 の評 価
day1に5-FUを 投 与 し、 同 じ くday1か らNativeIL-6ある い は
PEG5K-IL-6Fr.4を2日に1回 、 計4回 皮 下 投 与 し、 経 日的 に血 小板 数 を測
定 した 。
結果および考察
5-FUをは じめ とする抗癌剤のほ とんど全てが骨髄抑制による血小板減少、
















































g/day/mouse投与群 では正常 レベル に まで回復 する傾 向が認め られた。
day11にはPEGSK-IL-6Fr.40.1μ91day/mouseの投与によ りNativeIL-







より、サイ トカインを有効かつ安全な医薬品 として応用 してい く上での問題点、
すなわち体内不安定性 に因る有効性の乏 しさ、および多様な生理作用を有する
ことに起 因する副作用の発現を克服 し、臨床応用 し得 るサイ トカインDDS製
剤創製 を試みた。は じめに血小板増加作用 を効率的に増強 し得 る最適なバイオ
コンジュゲーシ ョン条件 を見出すことを目的に、修飾率、分子量、活性、修飾
分子の分子量、体 内動態 といった総合的なパラメータの相関を検討 した。第一
節で示 したようにPEG-IL-6の比活性は修飾率、分子量の増大 に伴って低下 し、
さらに修飾分子の分子量 の増大 に伴 って活性の低下は著 しいものであった。





子である場合 には、修飾高分子が形成 する立体障害 によっては基質一酵素間の
相互作用が殆 ど影響 されずに、修飾率(こ れによ り生ずる活性 中心の修飾や、






子、TNF一αに関 してもあてはまることを見出 してお り(26-31)、サイ トカイン
等の高分子バイオコンジュゲーシ ョンにおいては、活性発現に関与するア ミノ









ゼ抵抗性 を有 しつつ、50%以上の比活性を保持 した分子サイズ5万 ～6万 の
PEG-IL-6が最 も目的治療作用に優れてい ることが明 らか とな った。PEG化 、
TNF一αに関 しても抗腫瘍効果を指標に同様の検討を行った結果、十分な比活
性 を保持 し(50%以上)か つプロテアーゼ抵抗性 を有 したうえで、PEG-TNF一
αの分子サイズを10万 ～11万に分子設計することで、はじめて抗腫瘍効果を
100倍にも増強 し得 ることを見い出 している。従って、単に分子サイズでのみ
invivo作用の発現強度が規定 され るのではな く、サイ トカインの作用発現メ
カニズムを考慮 しつつ、比活性やプロテアーゼ抵抗性等などの血中 ・組織での
安定化等に関係する立体障害性 と、血管内局在性や腎排泄、組織移行、組織か












の作用が効率 よく増強されたことに因ると考え られる。これ らのことか ら、IL-6
をは じめとするサイ トカイン等のバイオコンジュゲーシヨンは、単に闇雲に高













が期待 され る結果が得 られた。
以上のように、IL-6にPEGバイオコンジュゲーションを適用 し、 目的 と
する血小板増加作用発現に適 した生体内挙動特性(血 管内局在性)をIL-6に
付与することで、血小板増加作用を選択的に増強させ得 ること、すなわち1レ6
に作用の選択性 を付与出来得ることが示された。しか しなが ら、最適なバイオ
コンジュゲー ト条件の選択は、未だ トライ ・アン ド・エラーの段階であ り、今
後、サイエ ンスに立脚 した体系的な研究としてゆ くためには、被修飾ア ミノ酸
残基の解析 や水溶液中での高分子お よびバイオコンジュゲー ト体の構造 ・挙動
の把握、生体 内動態、 レセプターとの相互作用などの連関を解析 してゆ く必要
があると考 えられる。
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第 二 章 よ り有 効 性 の 確 保 さ れ た 高 分 子 バ イ オ コ ン ジ ュ ゲ ー ト
化 サ イ トカ イ ン を 創 製 し得 る 新 規 バ イ オ コ ン ジ ユ ゲ
ー シ ョ ン 法 の 開 発
前章 までの結果よ り、サイ トカインの作用発現様式を考慮 し、最適条件で
サイ トカインを高分子バイオコンジュゲーションすることで、サイ トカインの
体内安定性や標的組織移行 ・滞留性(IL-6;血中局在化能)を 飛躍的に向上で
きるため、その投与量を大幅に削減で き得 ること、 また副作用発現関連組織へ
の移行性や腎排泄速度を低下 し得 ること、その結果サイ トカインの多様なin
vivo生理作用の中か ら、 目的 とする治療作用(IL-6;血小板増加作用)を 効率
よ く引き出し得 ることが明 らか となった。この高分子バイオコンジュゲーショ
ンによるサイ トカインへの作用の選択性付与は、いわばサイ トカインに作用の
点でのTargeting能を付与することに他な らず、 これまでにない新規な概念と
言える。 しか し、こういった高分子バイオコンジュゲーションは、サイ トカイニ
ンの比活性の大幅な低下を伴 うため、潜在的に有するサイ トカインの有用性 を
耒だ十分に引き出 し得ていないものと考え られる。これ まで用いて きた、 リジ
ンア ミノ基をターゲ ッ トとしたバイオコンジュゲーション法は、最も汎用 され
ている方法であるが、本方法は リジン残基 にランダムに修飾高分子を結合 させ
ようとするものであ り、 レセプター結合サイ トへの高分子結合を免れ得ないと
いう、欠点を併せ持っている。従って、サイ トカインの高分子修飾部位を制御
し、活性発現 に関与 しないア ミノ酸残基に選択的に修飾高分子を導入 し得 る新
たなバイオコンジュゲーション方法を開発することがで きれば、比活性の低下
を最低限に抑えることが可能 とな り、投与量のさ らなる削減な ど、バイオコン
ジユゲーションの有用性 を一層向上させ得 るものと期待できる。しかしなが ら
現在、本アプローチをサイ トカインの高分子バイオコンジュゲーションで行お
うとする研究は殆 どなされていない。そこで本章では、サイ トカインの高分子
バイオコンジュゲーシ ョンにおける修飾部位制御法の構築 を目指 した。なお、
以降の実験 においては、 目的治療作用の更なる向上をまず第一 に考え、血小板
増加作用に関して主に検討 を行った。
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第 一 節DMMAn法 に よ るPEG化 サ イ トカ イ ン の 比 活 性 改 善 効 果
本 節 で は 、 修 飾 部 位 を制 御 し比 活 性 を保 持 し得 る新 規 バ イ オ コ ン ジ ユゲ ー
シ ョ ン方 法 の 開拓 を 目指 した第 一段 階 の ア プ ロー チ と して、 ジ メチ ル 無 水 マ レ
イ ン酸(Dimethylmaleicanhydride;DMMAn)を用 い た 簡 便 な修 飾 部 位 制
御 法 の 開 発 を試 み た 。DMMAnは 、pH可 逆 的 に ア ミノ基 を保 護 し得 る試 薬 で
あ る(89)。一 方 、 サ イ トカ イ ン の レセ プ タ ー 結 合 部 位 は サ イ トカ イ ン分 子 の 表
面 に位 置 して い るた め、IL-6のよ うに活 性 発 現領 域 近傍 の 立体 的 外側 に配位 し
た リジ ンア ミノ基(IL-6;Lys171、TNF一α;Lys11・Lys90な ど)(72,90)
をDMMAnで 予 め保 護 した後 に、 残 存 す る遊 離 の ア ミノ基 に対 して 高 分 子 バ イ
オ コ ン ジ ユゲ ー シ ョ ン を行 い 、 再 びDMMAnを 解 離 させ る こ とで 、 サ イ トカ イ
ン分 子 表 面 の レセ プ ター 結 合 サ イ ト付 近 へ の高 分 子 結 合 を 防御 し得 る も の と考
え られ る。 そ こで 、 このDMMAnに よ る修 飾 制 御 法 の 有 用性 を評価 す るた め、
IL-6やTNF一α、G-CSFのDMMAnを 用 い たPEGylationを試 み た。
実 験 材 料 と方法
D㎜ ㎞ を い たPEG-IL-6+のq
lmg!mlのIL-6リン酸 緩 衝 溶 液SOO,ulをまず、0.1N水 酸 化 ナ トリウム
を添 加 す る こ とで ・.5と した。16.8mg/mlのdimethylmaleicanhydride
(DMMAn、AcrosOrganics、USA)のdimethylsulfoxide(DMSO)溶液
を氷 冷 下2.5μ1(IL-6のリジ ンア ミノ基 に対 して10倍mol量)添 加 した。0.1N
水 酸 化 ナ トリウ ム を加 え てpH8.5に 再 調 整 した後 、 緩 や か に撹 拌 しな が ら30
分 間 反 応 さ せ た 。 続 い てmethoxypolyethyleneglycolsuccinimidyl
succinate(ssPEG、平 均 分 子 量5,000、SigmaChemicalsCo.、USA)を16.7mg
加 え、 室 温 に戻 して30分 間PEGバ イ オ コ ン ジ ュゲ ー シ ョン反 応 を行 っ た。 氷
冷 下 で さ らに30分 置 い た後 、0.1N塩酸 でpH6.0に 調 整 、37°C、1時 間 イ ン
キ ュ ベ ー トす る こ とでDMMAnの 解 離 反 応 を行 った 。一 方 コ ン トロー ル と して 、
DMMAnを 用 い な い従 来 の 方 法(第 一章 第 一節)に よ りPEG-IL-6を作 製 した。






を用いたPEGバ イオコンジュゲー ト体の作製はPEG-IL-6(+)の作成法に準 じ
た。
フルオレスカミン法による反応状態のモニタ リング
各反応段階ごとにPEG-IL-6反応液 を10μ1ずつサ ンプ リングし、残存ア
ミノ基の割合を定量することで反応の進行をモニタ リングした(91)。0.1%PEG




東京)に より測定 した。残存ア ミノ基の割合は、NativeIL-6の値 を100%と
して計算 した。
Invitro比活性の測定
DMMAnを 用いて作製 したPEG-IL-6の比活性(残 存活性)測 定は第一
章第一節に準 じた。PEG-TNF一αの比活性測定はYamazakiらによるLM細 胞




DMMAnはpH可 逆的なア ミノ基保護試薬であ り、ランダムにア ミノ基と
反応する。 しか しなが ら、反応条件(添 加量)を 調節することで、 まず優先的
に分子表面に位置するレセプター結合サイ ト周辺の リジンア ミノ基を保護 し得
るもの と考えられる。また、本方法は非常に簡便であると同時に、サイ トカイ











法 で行 い 、各 反 応 の 進 行 を フル オ レス カ ミン法 に よ りモ ニ タ リ ング した と こ ろ、
残 存 ア ミノ基 数 の 変化 か ら、DMMAnに よ る保 護 反 応 、 お よ びPEGバ イ オ コ
ンジ ュ ゲ ー シ ョ ンが 確 か に行 わ れ て い る こ とが 明 らか とな っ た(Fig.17)。作
製 したPEG-IL-6を ゲ ル ろ過HPLCに よ り分 画 精 製 し、 第 一 章 の 結 果 よ り
PEG-IL-6の中 で 最 も血 小板 産 生 作 用 の 大 きか っ た 分 子 サ イ ズFr.4(以 後
MPEG-IL-6と表 す)に つ い て 検 討 を行 っ た。 また 、DMMAn法 で作 製 した も
の をMPEG。IL-6(+)、従 来 法 で作 製 した もの をMPEG-IL-6(一)と表 した。Table
Vに 示 す よ うに、DMMAn法 に よ り、MPEG-IL-6(+)の比 活性 はMPEG-IL-6(一)





































ター結合サイ ト周辺に位置 し、活性発現 に関与することが知 られていることか
ら(72)、DMMAn法による比活性の改善は、活性中心に位置するリジンア ミノ
基 を効 率よ く保護 し得 たためであ ると考 え られた。 同様 の方法で作 成 した
PEG-TNF一αおよびPEG-G。CSFについて も検討 したところ、PEG-IL-6と
同様 に、それぞれ同一修飾率(分 子サイズ)に おいて、比活性の改善効果が認
め られた(TableVI)。TNF一αおよびG-CSFに 関 しても、その分子表面のレ
















































第 二 節PEG-IL-6(+)に よ るinvivo治 療 効 果 の 改 善
前 節 でDMMAnに よ る修 飾 部 位 制 御 を行 う こ とで 、invitro比活 性 が 大
幅 に 向 上 で き る こ とが判 明 した。そ こで 次 にPEG-IL-6(+)の有 効 性 をinvivo




るいは各PEG-IL-6を、C3Hマ ウス(雄 、5週 齡、日本SLC株式会社、静岡)
に2日 に1回 、計4回 皮下投与 し、末梢血小板数を測定 した。
結果および考察
血 小 板 数 が最 大 とな っ たday9に お い て、PEG-IL-6の修 飾 部 位 制御 に よ
る有 用 性 を 評 価 した(Fig.18)。第 一 章 で も 述 べ た 通 り、 従 来 法 で 作 製 し た
MPEG-IL-6(一)は0.1μ9/day!mouseの投 与 でNativeIL-650μ
g!day/mouse投与 と同程 度 、 す な わ ち、500分 の1量 で 同等 の血 小 板 増 加 作
用 を示 した。 一 方 、MPEG-IL-6(+)にお い て は 、0.3μ9/day/mouse投与 で 、
MPEG-IL-6(一)1.0μg/day/mouse投与 群 と同程 度 の血 小 板 増 加 作 用 を示
した こ とか ら、MPEG-IL-6(一)のさ らに約3倍 に も血 小板 増 加 作 用 が 増 強 され
て い た 。従 っ てMPEG-IL-6(+)では 、NativelL-6に比 べ、単 純 計 算 で約1,500
倍 に も作 用 増 強 が され て い る こ とにな り、DMMAnを 用 い た修 飾 部 位 制御 に よ
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る新規バイオコンジュゲーション法の有用性が示された。
以上の結果 よ り、高分子バイオコンジュゲー ト化サイ トカインの創製に際
し、修飾制御 を行 うことで、サイ トカインの有する作用をよ り効率的に発現さ
































飾方法、すなわち修飾部位 をコン トロールする技術の開発によ り、高分子バイ
オコンジュゲーションのシステムア ップが図れるものと考えられる。
現在、一般 に行われてい るバイオコンジュゲーション法は、PEGバ イオ
コンジュゲー ションに限 らず、糖鎖 を蛋 白質に付与 しようとするアプローチに
おいて も、多 くは リジンア ミノ基をターゲ ットとしている(95,96)。これは穏和
な反応条件で、効率 よく修飾分子を蛋 白質に付加できるからに他ならない。ま
た、現在行われているリジンア ミノ基への修飾は全てランダムな反応で しかな
いため、 レセプター結合部位や立体構造維持領域近傍に リジン残基が存在 して
いる場合、必然的に比活性 の低下を招いて しまうことになる。一方で リジンア
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ミノ基以外のカルポキシル基やチオール基をターゲ ヅトとするコンジュゲーシ
ヨン方法(70,71)もあるものの、いずれ もリジン残基 と同様、 レセプター結合や
立体構造維持 に不可欠な役割を担っている場合があるうえ、 これ らア ミノ酸残
基に対 して も部位特異的なバイオコンジュゲーション技術は存在 しない。遺伝
子組み替 えによ り、元来僅か しか生理活性蛋白質に含 まれていないシステ イン
などのア ミノ酸を、生理活性蛋白質の活性発現に関与 しない領域に導入 した変
異蛋 白質を作製 し、その変異ア ミノ酸残基を標的 とするコンジュゲーション方
法も考案されて きている(97)。しか し、現時点で多 くのア ミノ酸を改変するの
は困難で り、立体構造の変化などを来す恐れを多分には らんでいるのが実状で
ある。従 って、比活性を保 ったままバイオコンジュゲーションを行い得 る、修
飾部位制御法の開発が必要である。そ して、比活性保持 を目指 したアプローチ
の有用性 を明 らか とすることで、サイ トカイン ・バイオコンジュゲーションに





表面に位置するリジンア ミノ基を優先的に保護 し得 るものと考え られ る。本章
での検討で、IL.6、TNF一α、G.CSFのPEGバ イオコンジュゲー ションに
DMMAn法 を適用 した結果、確かに比活性低下を改善 し得 ることが明 らか とな
った。また、比活性 を向上させることで、invivOでの 目的治療効果を大幅に
高め得 ること、例 えばIL-6の場合、NativeIL-6の1,500倍にも目的とするin
vivO活性 を高め得 ることが可能であった。この 目的治療作用の増強倍数は、 こ




本章の結果 より、高分子バイオコンジュゲーシ ョンを行 うに際 し、修飾部
位制御法 を適用することの有用性が明 らかとなった。今後、実際の修飾部位の
解析 を行 う一方で、サイ トカインの種類に応 じて、 また水溶液 中の高分子の構
造や挙動 を考慮に入れ、意図するままに高分子の修飾部位 を制御 し得 る方法を
開発 してゆかなければな らないものと考 えられる。
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第 三 章 緻 密 な 生 体 内 挙 動 制 御 と機 能 付 与 を 目指 した 新 規 修 飾
高 分 子 の 開 発
高分子バイオコンジュゲーションをよ り有用な次世代創薬テクノロジーと
してシステムアップしてい くにあた り、前章では、バイオコンジュゲーション
によって生 じる比活性低下を回避 し得 る新たなバイオコンジュゲーション方法
の開発を試みた。一方で、高分子バ イオコンジュゲーションの最大の利点は修
飾高分子に二次的機能(付 加価値)を 持たせることで、体 内安定性に優れ、か
つ作用の選択性をも付与されたバイオコンジュゲー ト体 に、さらなる有用性、
安全性確保のための新たなDDS機 能 ・特性を付与で きることにある。すなわ
ち、次世代創薬法 として高分子バイオコンジュゲーションを揺るぎないものと
してい くためには、個々の薬物の種類 に応 じて、またバイオコンジュゲーショ
ンの目的に応 じてバ イオコンジュゲー ト体の生体 内挙動 を任意に制御 し得 る
DDS機能、例えば標的指向性やBiologicalResponseModifier様の付加機能
を高分子にさらに付与 してい くことが必要 となって くる。 しか しながら前章ま
で修飾高分子として用いてきたPEGは 、その分子構造上新たな特性の付与は
困難であるため、本アプローチを進めるためには、PEGが有する修飾高分子と
しての有用な特徴 も保持 しつつ、さ らに種々特性 のアレンジが可能な新規修飾
高分子を開発 しなければな らない。以上の観点か ら我々は、種 々の物理化学的





レイン酸(SMA)は 高い肝臓集積性 を示すうえ、SMAを 蛋 白質に結合させる
ことで、その蛋 白質を肝臓に集積 させ得 ることな どを明 らかにしている。すな
わち修飾高分子の主鎖構造や側鎖官能基の種類によってそれぞれ特徴的な生体
内挙動を示すこと、 またこれ ら修飾高分子の動態的特性 をバイオコンジユゲー
ト体の体内挙動特性に反映 し得 ることな ど、機能性修飾高分子の創製 によりバ




した物理化学的特性や、官能基特性を容易に、かつ 自由にコン トロール し得 る、
PEGに代わる修飾高分子の開発が望まれる。そこで本章では、以上の目的に適
い得 る新規修飾高分子 としてPolyvinylpyrrolidone(PVP)を提示 し、高分
子バイオコンジュゲーションにおける有用性を評価 した。
第一節 新規修飾高分子PVPの 合成 とバイオコンジュゲー ト化特性の評
価
PVPはPEGと 同様 に非電荷水溶性合成高分子であ り、医薬品材料 として
も用いられてお り、安全性が確立 している局方収載の高分子である(Fig.19)
(98)。PVPはラジカル重合法によ り容易に合成可能である上、PVPを 幹 とし
て種 々の官能基を有す るビニル化合物 と共重合 することで、多様な物理化学的
特性 や官能基特性を有する共重合体の創製が可能である。本章ではIL-6のバ
イオコンジュゲーションにPVPを 適用 し、高分子側か らのシステムアップの

















片末 端 活 性 化PVPの 合 成
片 末 端 活 性 化 型 のpolyvinylpyrrolidone(PVP)は、 ラ ジ カ ル 開 始 剤 と
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し て4,4'-azobis(4-cyanovalericacid)(ACVA)、連 鎖 移 動 剤 と し て3-
mercaptopropionicacid(3-MP)を用 い る ラ ジ カ ル 重 合 法 に よ り合 成 した 。
室 温 で3.39(270mmol)のN-viny1-2-pyrrolidone(VP、和 光純 薬 工業 株
式 会 社 、 大 阪)を12m1のN,N-dimethylfolmamide(DMF)に溶解 し、 開
始 剤 と してACVA(和 光 純 薬 工 業株 式 会社 、 大 阪)を270mg(1.2mmol)、
連 鎖 移 動 剤 と して3-MP(和 光 純 薬 工 業 株 式 会 社 、 大 阪)を 種 々 の割 合(VP
に対 して0～3/10mol量)で 加 え た 。 次 に溶 液 を重 合 管 中 で凍 結 し、 減 圧 脱
気 操 作 後 、 封 管 した 。60℃ で6時 間反 応 後 、 反 応 液 をdiethylether中に滴 下
す る こ とでPVPを 抽 出 し、 減 圧 デ シケ ー タ 中で 乾燥 させ た 。得 られ たPVPは
精 製 水 申で 透 析 し(Spectra!Por3、MWCO3,500、TheSpectrumCompanies・
USA)、 低 分 子 化 合 物 を 除 去 した 。 さ ら に 、 ゲ ル ろ 過 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー
(SephadexG-75superfine、AlnershamPharmaciaBiotech丶Sweden)
に よ っ て分 取 精 製 後 、凍 結 乾 燥 した 。PVPの 平均 分 子 量 と して、ゲル ろ過HPLC
(TSKgelG4000PWxL、東 ソー 株 式 会 社 、 東 京)に よ り、PEGス タ ンダー ド,
(TSKstandardpolyethyleneoxide、東 ソー 株 式会 社 、 東 京)を 用 い た分 子
量 較 正 曲線 か ら算 出 した相 対 値 と して の 数 平均 分 子 量(Mn)を 適 用 した 。PVP
の 活 性 化 は 、PVP200mgを1mlのDMFに 溶解 し、N-hydroxysuccinimide
(NHS、 和 光 純 薬 工 業 株 式 会 社 、 大 阪)を44.2mg(384mmol)、
Dicyclohexylcarbodiimide(DCC)を79.2mg(384mmol)加え た 。室 温
で24時 間 反 応 さ せ、遠 心 分 離 に よ り不 溶物 を除 去 した後 、上 清 をdiethylether
に滴 下 し、 沈 殿 を 濾過 回収 す る こ とで片 末 端 活性 化PVPを 得 た 。
PVP-IL-6の合 成
PVP-IL-6の合 成 は前 記 活 性 化PVPを 用 い、 反 応 は第 一章 第 一 節 に準 じ
た 。1.4mg!mlのrecombinanthumanIL-6(IL-6、中外 製 薬 株 式 会 社 、 東
京 、 よ り供 与)を 含 むPBS溶 液(リ ン酸 緩 衝 化 生 理 食 塩:液、pH7.4)SOO,uI
に、 活 性 化PVP28mg(溶 液 中 に含 まれ るIL-6の リジ ンア ミノ基 に対 して10
倍 モ ル 当量)を 加 え て混 合 し、室温 下 、30分間穏 や か に撹 拌 させ る こ とで、IL-6
の リジ ン ア ミノ基 に対 してPEGバ イ オ コ ンジ ュ ゲ ー シ ョ ンを行 っ た。そ の後 、
0.3mgのs-aminocaproicacid(SigmaChemicalsCo.、USA、PVPに対 し
て5倍 モ ル 量)を 添 加 す る こ とで反 応 を競 合 停 止 さ せ た 。反 応 後 す み や か にゲ
ル ろ過HPLC(カ ラ ム:Superose12、AmershamPharmaciaBiotech,Sweden、
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溶 離 液:0.05Mリン酸 緩 衝 液 、0.15MNaCI、pH7.2)によ り各 種 分 子 サ イ ズ に
分 画精 製 した。
PVP-IL-6のinvitro活性 測 定
PVP-IL-6のinvitro活性 測 定 法 は 第 一 章 第 一 節 に 準 じ た 。
一
新たな付加価値を構造上、導入することが困難なPEGに 代わる新規修飾
高分子 として、安全性が高 く、かつ将来的に様々な特性のア レンジが可能な高
分子 としてPVPを 選択 した。バイオコンジュゲーションを行 う際に、両末端
が活性化 され ると複雑な複合体を形成 する恐れがあるため、主鎖片末端 にのみ
カルポキシル基を導入で きるラジカル重合法を開発 した。本方法では、ラジカ







に最 も近い分子量のPVPを 効率 よく合成 し得る条件(run3)で重合を行い、
ゲル ろ過 によって分取精製を行い、平均分子量6,000のPVP6Kを得た。ゲル
ろ過HPLC解 析の結果、得 られたPVP6Kの分子量分布はPEG5Kよ りも小さ








































































を用 い てIL-6の バ イ オ コ ン ジ ュ ゲー シ ョン を行 い、PVP-IL-6を作 製 した 。
PVP-IL-6は3つの 分 子 サ イ ズ(H:High、M:Middle、L:Low)に分 画精 製
し、invitro比活 性 を 測 定 した 。比 活 性 はPEG-IL-6と同様 、 修 飾 率 の増 加 に
伴 って 減 少 し、 修 飾 率 と活 性 の相 関 はPEG5K-IL-6と 同様 の傾 向 を示 す こ と














































血小板増加作用の評価 は第一章第二節 に準 じた。NativeIL-6あるいは
PVP-IL-6をC3Hマウスに2日 に1回 、計4回 、皮下投与 し、血小板数を測
定 した。control群には10μgのPVPを 投与 し、比較 としてPEG5K-IL。6Fr.4
(MPEG-IL-6)の投与 も行った。
結果および考察
我々のこれ までの検討で、修飾高分子単体 としてのPVP6Kは 、PEG5K
に比べ静脈内投与後の投与半減期が数倍長いことが明 らかになっていることか
ら、PVPバ イオコンジュゲーシヨンはPEGバ イオコンジュゲー ションと比較
して、さ らなるIL-6の血中滞留性の向上を期待できる。第一章で記載 したよ
うに、IL-6の目的とする血小板増加作用は、血 中に局在化する巨核球を刺激す
るこ とで発現されるため、本節ではPVPの 幹高分子 としての有用性 を評価す
ると共に、血小板増加作用 を高進 してい くことを目的に、VPhomopolymer
を用いて作製 したPVP-IL-6の効果を検討 した。PVP・IL-6のinvivo血小板
増加作用をPEG-IL-6の中で最も血小板増加作用の大きかったMPEG-IL-6と
比較 したところ、MPVP。IL-6(平均分子量71,000)の効果が最 も大 き く、
MPEG-IL-6と同等の血小板増加作用を示すことが判明 した(Fig.22)。しか し
なが ら本結果が示すように、PVP-IL-6では組織移行の低下などによる血 中滞
留性 のさらなる向上が期待 されたにも関わらず、PEG-IL-6をさらに上 まわる
血小板増加効果は得 られなかった。また、PVPバ イオコンジュゲー ト体 につい
























増加作用が同程度であったことの要因 としては、投与ルー トが皮下 ということ
を加味 し、各々のバイオコンジュゲー ト体の組織中での安定性、組織か ら血 中
への吸収性、血中での滞留性 ・安定性、血 中か ら組織への移行性な どの有機的
連関が、用いる修飾高分子によって、その最適条件が異なって くるためである
と考え られる。従 って今後、体内動態の検討 を行うとともに、修飾制御や、よ




第三節LIFのPVPバ イオコ ンジュゲー シ ョン効 果
前節において、PVPバ イオコンジュゲーションの有用性、また、IL-6の
血中滞留性を向上させ ることで、 目的とする血小板増加作用を効率 よく増強 し
得 ること、 また最適なバイオコンジュゲーション条件が存在することな どを明
らか とした。本節では、 このPVPバ イオコンジュゲーションが他のサイ トカ
インにも適用可能であるかなど、その有用性を評価することを目的に、IL-6と
同様 に血小板増加作用を有するサイ トカインについて、バイオコンジュゲー ト
化特性 の検討を試みた。






うか 、 ま た、 至 適 ハ イ ブ リッ ド条件 が 存在 す るか ど うか検 討 した 。
実 験 材 料 と方 法
PVP-LIFの合 成
1mg/mIのrecombinanthumanLIF(LIF、中外 製 薬 株 式 会 社 、 東 京 、
よ り供 与)500μ1を0.1Mリ ン酸緩 衝 液pH7.2で 調 製 し、9mgの 活 性 化PVP
(Lysアミノ基 に対 して5倍mol量)を 加 え、室 温 下30分 間反 応 させ た 。1mg
の ε一aminocaproicacid(SigmaChemicalsCo.、USA)を加 え て反 応 を停 止
し、 た だ ち にゲ ル ろ過HPLC(TSKgelG3000SWxL、東 ソー 株 式 会 社 、東 京 、
溶 離 液:0.1Mリ ン酸緩 衝 液pH7.2)に よ り分 画 精 製 した。
PVP-LIFのinvitro活性 測 定
PVP-HFの 残 存 活 性 の測 定 はYamamotoら の 報 告 に よ る、M1細 胞 を用
い たLIF活性 測 定 法(100)を一 部 改 変 して行 った 。M1細胞 は増 殖 培 地(10%FCS
添 加 ア ミノ酸 ・ビタ ミン倍 加Eagle'sMEM、日水 製 薬 、 東 京)に よ り維 持継 代
した もの を 用 い た 。 各 サ ン プ ル の希 釈 列 を96穴 培 養 デ ィ ッシ ュ に作 製 し、5x
103個つ つM1細 胞 を播 種 した 。37℃、72時 間培 養 後 、MTT法 に よ り細胞 増
殖 阻 害 活 性 を測 定 した。 残 存 活 性 はNativeLIFの活 性 を100%と して 計 算 し
た。
PVP-LIF血小 加 増.+.
PVP-LIFの血 小板 増 加 作 用 の 評価 は第 一 章 第 二 節 の 方 法 に 準 じた 。C3H
マ ウ ス(雄 、5週 齡 、 日本SLC株 式会 社 、 静 岡)に7日 間 連 日皮 下 投 与 し、 経
日的 に血 小板 数 を測 定 す る こ とに よ って 評 価 した 。
邏 塞'
LIFはIL-6と 同様 に 巨核 球 の 成 熟 促 進 作 用 をは じめ とす る多 彩 な生 物 活
性 を有 す るサ イ トカ イ ンで あ り(TableIX)(101-104)、分 子 量 は2万 、Lys
ア ミ ノ基 を12個 有 して い る こ とが 知 られ て い る(105)。ま た そ の作 用 発 現 様 式





















加作用 を発揮することが明 らかとなっている(101,102)。またLIFの 副作用発
現様式は、肝臓 ・脾臓をは じめとする全身組織への移行が主要な要因となって






LIFの150番1ヨか ら180番目のア ミノ酸配列が レセプター結合に重要な部位で





























リジン残基のうち6個 が存在 しているため、LIFの場合、活性発現に重要な リ
ジン残基が修飾 を受け易 く、低修飾率でも活性の低下が著 しかったもの と考え





果か ら、比活性の大幅な低下がinvivOでの効果増強が数倍 に留まって しまっ
た大 きな要因と考え られた。従って、LIFは第二章で示 したような修飾部位制
御法の適用によ り、大幅なinvivO効果増強が期待できるもの と考え られ る。







































たな機能 ・特性の付与が可能な新規修飾高分子の開発 を行 った。PEGは 構造
上官能基が乏 しく、新たなDDS機 能 を付与することは困難である。それに対
してPVPは 、PEGと 同様 に日本薬局方収載品であ り、安全性の確立された高
分子であるうえ、ラジカル重合によ り簡便 に合成で き、種々の分子量に合成可
能である。また、ラジカル共重合によ り、種々の側鎖 を持つPVP誘 導体を合
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成することで、反応性の官能基の導入や、親水一疎水バランス、カチオン アーニ
オ ンバ ラ ンス とい った修飾 分子 の物理化学特性、官能基特性の制御が可能 とな
り、その結果、薬物の種類や 目的に適 した生体内動態制御が達成で き得 ると考
えられる。
まずPVPの 幹高分子 としての有用性 を評価するため、PEG-IL-6の場合
と同様 に片末端活性化型、平均分子量6,000のPVPを用いてPVP-IL-6の効
果を検討 した。invitroの修飾率一活性相関はPEG5Kと ほぼ同様の傾向を示
した。これはPVPがPEGと 分子量がほぼ同 じであ り非電荷、両親媒性 といっ
たPEGと 類似 した性質を有するため、inV1170においては同様なバイオコンジ
ュゲー ト特性 を示 した もの と考え られる。 また、invivo血小板増加作用は
PVP-IL-6とPEG-IL-6は同等の効果を示 したことから、PVPは 少な くとも
PEGと同等のバイオコンジュゲー ト効果を有することが明らか となった。最適
な分子サイズに関してはPVP-IL-6の方が大 きかったが、これはPVPとPEG
の構造上、あるいは物性上の違 いによるものと考え られ、詳細を明 らか とする
ためには体 内動態等の検討が必要である。PVP-LIFの検討では、血小板増加
作用 についてはLIFとIL-6の作用点は同 じであると考えられるが、最適な分




本章では、PVPが 血 中安定性 を向上 させるのみな らず、さらにその上で
目的に応 じた体内動態特性や標的指 向性をはじめ とする付加機能 をバイオコン
ジュゲー ト体 に付与 し得る、 よ り優れた高分子バイオコンジュゲー ト化DDS
製剤の創製 を可能 にする修飾高分子であることを示 した。現在、種々のPVP
誘導体のスク リーニングを行 っているが、 これまでに腎指向性を有する高分子
や、コン トロール ドリリース し得る高分子な ど興味深い結果が得 られつつある。
今後 はPVP誘 導体の物理化学的特性や体 内動態などの体系的検討 を行い、サ







































バイオコンジユゲー ションのさ らなる進化 のためにとどまらず、我々は今後 ま
すます、生体の有 する巧妙なメカニズ ムか ら、 ドラヅグデ リバ リーシステム
(DDS)の方法論を学び、一方では学際的な科学技術を駆使することで次世代
のDDSを 構築 してい くべきであろう。
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結論
高分子バイオコンジュゲーションによるサイ トカインの ドラヅグデリバ リ
ー システム構築に関する検討を行い、以下の結論を得た。
1.IL-6を至適条件でPEGバイオコンジュゲー ト化することで、invivoにおい
て血小板増加作用を500倍 にも増強することに成功 した。 また、その効果
は血 中滞留性、組織移行性、安定性、比活性をは じめ とす る、諸因子の有
機的バランスに依存 していることが明 らかとなった。
2.PEGバイオコンジュゲーションによ り、サイ トカインの投与量の大幅削減、
お よび副作用発現 に関わる組織への分布を抑制す るという、体 内動態制御
が可能 とな り、その結果、サイ トカインの多様なinvivo生理作用の中か ら
目的 とする治療作用をよ り選択的に増強 し得 ることが示唆された。
3.DMMAnを 用いた新規高分子バイオコンジュゲーション法を開発 した。ま
た、高分子バイオコンジュゲー ションに修飾制御法 を導入することで、サ
イ トカインの有する作用をよ り効率的に発揮 させ得 ることが明 らかとなっ
た。
4.PEGよ りもさらに緻密な動態制御、お よび機能付与が可能な新規修飾高分
子 としてPVPが 有用であることを見出 した。InvivoにおいてPVPはPEG
と少な くとも同等のバイオコンジュゲー ト効果を有 したことか ら、さらな
るDDS機 能の付与を行うための幹高分子 として、PWを 提示 し得たもの と
思われる。
以上、高分子バイオコンジュゲーションによ り目的 とする治療作用に適 し
た生体 内挙動特性 を付与することで、サイ トカインの臨床的有用性を効率 よ く
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